/// WPAT - ©Thomson Derwent 
Accession Nbr : 

1999-217497 [19] 
Sec. Acc. CPI : 

CI 999-064204 
Sec. Acc. Non-CPI : 

N1999-160370 
Title : 

Petal-specific plant promoter from Brassica napus - and vectors for producing 

plants with non existent or modified petals 
Derwent Classes : 

C06D16P13 
Patent Assignee : 

(INRG ) INRA INST NAT RECH AGRONOMIQUE 
(INRG ) INST NAT RECH AGRONOMIQUE 
Inventor(s) : 

BROCARD I; CHARLOT F; GUERCHE P; TEOULE E ^ 
Nbrof Patents : Q 

6 O 

Nbr of Countries : 

83 

Patent Number : <tj 

"1FR2768746 Al 19990326 DW1999-19 C12N-015/29 Pre 37p * ^ 
AP: 1997FR-0011 832 19970923 5 

1W0991S679 Al 19990401 DWl 999-20 C12N-015/82 Pre H— 
AP: 1998WO-FR02043 19980923 f/> 
DSNW: AL AM AT AU AZ BA BB BG BR BY CA CH CN CU CZ DE DK 
EE ES FI GB GE GH GM HR HU ID IL IS JP KE KG KP KR KZ LC LK 
LR LS LT LU LV MD MG MK MN MW MX NO NZ PL PT RO RU SD SE 
SG SI SK SLTJTMTRTTUAUGUSUZVNYUZW 
DSRW: AT BE CH CY DE DK EA ES FI FR GB GH GM GR IE IT KE LS 
LU MC MW NL OA PT SD SE SZ UG ZW 

1aU9892708 A 19990412 DW1999.34 C12N-015/82 
FD: Based on W099 15679 
AP: 1998AU-0092708 19980923 

■©EP1017833 Al 20000712 DW2000-36 C12N-015/82 Fre 
FD: Based on W099 15679 

AP: 1998EP-0945367 19980923; 1 998WO-FR02043 19980923 
DSR: AT BE CH DE DK ES FI FR GB IT LI NL SE 




This Page Blank (uspto) 



%P2001517450 W 20011009 DW2001-74 C12N-015/09 39p 
FD: Based on W09915679 

AP: 1998WO-FR02043 19980923; 2000JP-05 12968 19980923 

llAU-740911 B 20011115 DW2002-02 C12N-015/82 
FD: Previous Publ. AU9892708; Based on W09915679 
AP: 1998AU-0092708 19980923 

Priority Details : 

1997FR-0011832 19970923 
IPCs: 

C12N-015/09 C12N-015/29 C12N-015/82 AOlH-005/00 C12N-005/10 
Abstract : 
FR2768746 A 

A petal-specific plant promoter comprising at least part of (I), a defined 
sequence of 4516 bp (given in the specification), is new. 
Also claimed are: (1) an expression vector comprising the: (a) promoter 
positioned upstream of a DNA sequence encoding a product capable of 
modifying the structure, shape, colour and/or texture of flower petals; and (b) 
an expression vector comprising the promoter positioned upstream of a DNA 
sequence encoding a cytotoxic product; (2) plant cells transformed with the 
vector of (la) or (lb); and (3) plants comprising the cells of (2), and plants 
whose flowers have no petals. 

USE - The vector of (la) can be used to produce ornamental plants. The 
vector of (lb) can be used to produce plants whose flowers have no petals. 
The vector of (lb) can be modified by inserting at least one stop codon into 
the coding sequence and used to produce hybrid plants whose flowers have 
no petals by transforming plants with the modified vector, crossing the 
transformed plants with plants expressing a tRNA suppressor gene, and 
selecting hybrid plants having flowers with no petals. 
ADVANTAGE - Plants without petals would facilitate control of pathogenic 
fungi that infect plants at sites where dead petals have fallen on leaves, e.g. 
Sclerotinia sclerotiorum in the case of oilseed rape. (Dwg.0/7) 

Manual Codes : 

CPI: C04-A08 C04-A09 C04-A10 C04-E08 C04-F08 D05-H12D5 D05- 
H12E D05-H14B3 D05-H16B 

Update Basic : 

1999-19 
Update Equivalents : 

1999-20; 1999-34; 2000-36; 2001-74; 2002-02 

Update Equivalents (Monthly) : 

2001-12; 2002-01 
Search statement 3 



This Page Blank (uspto) 



NTSATION MONDIALE DE LA PROPRIETE 
Bureau international 



PCX 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



INTELLEC^^^E 




2. 



(51) Classification inter Rationale des brevets 6 : 
C12N 15/82, 15/29, 5/10, AOIH 5/00 



Al 



(11) Num^ro de publication Internationale: WO 99A5679 
(43) Date de publication Internationale: ler avril 1999 (01.04.99) 



(21) Num^o de la demande Internationale: PCT/FR98/02043 

(22) Date de d^pot international: 23 septembrc 1998 (23.09.98) 



(30) Donn^es relatives h la prlorit^: 

97/1 1832 23 septembrc 1997 (23.09.97) FR 



(71) I>eposant (pour tous les Etats disignis sauf US): INSTITUT 

NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRONOMIQUE 
[FR/FR]; 147. rue de T University, F-75007 Paris (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/D^posants (US seulement): BROCARD, Infes 
[FR/FR]; 49, rue du Colonel de Bauge, F-78150 Le 
Chesnay (FR). CHARLOT, Florence [FR/FR]; 27. rue du 
Caire. F-75002 Paris (FR). TEOULE. Evelyne [FR/FR]; 1, 
rue Daniel Barberousse, F-78210 Saint Cyr TEcole (FR). 
GUERCHE. Philippe [FR/FR]; 7. rue Marceau, F-92170 
Vanves (FR). 

(74) Mandataires: MARTIN, Jean-Jacques etc.; Cabinet Regim- 
beau. 26, avenue K16ber, F-751 16 Paris (FR). 



(81) Etats d^signds: AL, AM. AT, AU. AZ, BA, BB, BG, BR, 
BY. CA, CH, CN. CU, CZ, DE, DK. EE. ES, FI, GB, GE. 
GH. GM, HR, HU. ID. IL. IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ. 
LC, LK, LR, LS, LT, LU. LV, MD, MG. MK, MN, MW, 
MX, NO, NZ, PL, PT, RO. RU, SD, SE, SG, SI. SK. SL. 
TJ. TM, TR, TT, UA. UG, US, UZ, VN. YU. ZW, brevet 
ARIPO (GH, GM, KE, LS, MW, SD, SZ, UG, ZW). brevet 
eurasicn (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ. TM). brevet 
europden (AT, BE. CH, CY. DE, DK, ES, FI. FR, GB. GR. 
IE. IT. LU, MC, NL. PT. SE), brevet OAPI (BF, BJ. CF, 
CG, CI, CM, GA, GN. GW. ML, MR. NE. SN. TD, TG). 



Public 



Avec rapport de recherche internationale. 



(54) Title: PETAl^SPECIFIC PROMOTER AND METHOD FOR OBTAINING PLANTS HAVING FLOWERS WITH NO PETALS 
(54) Titre: PROMOTEUR SPECIFIQUE DES PETALES ET PROCEDE D'OBTENTION DE PLANTES A FLEURS SANS PETALE 
(57) Abstract 

The invention concerns a petal-specific promoter and a method for obtaining plants haying flowers with no petals. 
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PROMOTEUR SPECIFIQUE DES PETALES ET PROCEDE 
D'OBTENTION DE PLANTES A FLEURS SANS PETALE 

La presente invention concerne notamment un promoteur specifique des 
5 petales et un precede d'obtention de plantes a fleurs sans p^ale. 

L-interet de I'obtemion de plantes depourvues de petales est pani de 
I'observation que les petales senescents, en tombant sur les feuilles pourraient 
foumir des foyers d'infection privilegies pour les spores de certains champignons 
pathogenes. Dans le cas du colza, par exemple, le mode d'infection de SclerotMa 
10 sderoUorun, suit principalement cette voie. Ce champignon est responsable en 
effet d-impoitants dommages sur les cultures de colza (Lamarque, 1983) et on ne 
connaTt pas de resistance genetique a celui-ci ni chez le coka ni chez les especes 
apparentees. Ainsi. a I'heure actuelle. seuls les traitements chimiques preventifs 
sont utilises. 

15 La lutte contre SclerotMa scleroUorum par le biais de plantes dom les 

fleurs n'auraiem pas de petales pennettrait de diminuer I'utilisation de fongicide et 
limiterait done la pollution des sols subsequente. 

II s'agit done de produire des plantes a fleurs sans petale et d'eprouver ainsi 
une strategie de lutte comre le susdit champignon basee sur une resistance 

20 "physique" et non pas sur I'utilisation de genes de resistance au sens classique. 

La presente invention propose done d'obtenir des plantes dent les fleurs 
seraient depourvues de petales. EUe consiste a mettre en oeuvre une region 
promotrice controlant I'expression sp&ifiquement dans les petales d'une sequence 
(orf) codant pour une molecule susceptible de modifier les caracteristiques 

25 naturelles du petale voire d'en inhiber la formation. 

Ainsi. on peut envisager de modifier la stmaure, la foime. la coloration 
et/ou la structure des petales de fleurs en plafant. en aval de la region promotrice 
ci-dessus decrite des genes impliques dans la biosynthese des pigments ou des 
genes de regulation comme les proteines MYB (Noda et al. 1994). Ce type 
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d'experience a deja ete realise (Elomma et al., 1996 ; Gutterson, 1995). Toutefois, 
les promoteurs utilises sont plutot de types constitutifs comme le 35S du CaMV 
alors qu'il serait interessant de confiner I'expression du transgene a I'organe cible. 
On peut done, dans le cadre de la presente invention, envisager la creation de 

5 plantes omementales originales. 

La presente invention a done pour objet une sequence nucleotidique dont il 
a ete demontree que le gene correspondant s'exprime specifiquement dans le 
petale, cette sequence nucleotidique correspond a SEQ ID N° 5. 

Par consequent, la presente invention a pour objet une sequence 

10 nucleotidique quixorrespond a tout ou partie : 

a) de laa^quence selon SEQ ID N° 5, ou 

b) d'une sequence s'hybridant a la sequence selon a), ou 

c) d'uneisequence presentant au moins 80 % d'homolo^e avec a) ou b). 
Dans lefccadre de la presente invention, la partie la plus int^ressante de 

15 - cette sequence-nucleotidique est la region promotrice definie conune etant la 
- sequence precedant-(c6te 5') le codon du debut de traduction (ATG). Strho sensu 
cette region promotrice s'etend du nucleotide ! au nucleotide 3265 (c'est-a-dire au 
^ dernier nucleotide»precedant immediatement le codon ATG) mais, compte tenu 
des sites de restrhetion, cette region s'etend preferentiellement du nucleotide 1 au 
20 ' nucleotide:3233i(correspondant au site Aval) et plus preferentiellement encore du 
nucleotide 291 1-au nucleotide 3233 de SEQ ID N" 5. 

Cette region promotrice precede done a I'etat naturel, un orf qui est 
exprime specifiquement dans les petales et dans le cas ou cet orf est remplace (par 
manipulation genetique) par un autre orf dont le produit est une molecule 
25 cytotoxique, cette demiere est susceptible de ne detruire que lesdits petales. Le 
remplacement peut egalement etre realise par une partie de gene susceptible, lors 
de son expression specifique dans le petale, d'en modifier les caracteristiques 
d'origine. 
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La presenle invention a done egalement pour objet des vecteurs 
d'expression cellulaire comprenant une region promotrice telle que ci-dessus 
decrite placee en amont d'une sequence d'ADN codant pour un produit capable de 
modifier la structure, la forme, la coloration et/ou la texture des petales de fleurs, 
5 ainsi qu'un procede d*obtention de plantes omementales comprenant Finsertion 
dans lesdites plantes d'un de ces vecteurs. L'invention comprend egalement le cas 
ou ladite sequence d'ADN code pour un produit cytotoxique. 

Avantageusement, le produit cytotoxique en question est une ribonuclease. 
En efFet, lorsque cette RNase s'exprimera specifiquement dans les petales, elle en 
10 detruira tous les ARN, ce a quoi le petale ne pourra pas survivre. 
Preferentiellementr la RNase est la bamase, dont I'orf correspondant a ete isole de 
Bacillus amyloiiquefasciem (Hartley RW, 1 988). 

II s*agit done d^introduire un vecteur conforme a Tinvention dans une 
souche bacterienne susceptible de realiser la transformation de cellules de plantes 
15 telles qu'Agrobacterium iumefaciens. Ceci peut notamment etre realisee par la 
methode d'infiltration de plantes d'Arabidopsis thaliana decrite par Bechtold et 
al.; 1993. Cette -technique consiste a introduire la bacterie dans les cellules des 
hampes florales^par infiltration sous vide. Les plantes sont ensuite repiquees en 
serre et leurs graines recoltees. Environ une graine sur mille donne naissance a des 
20 plantes dont toutes les cellules portent le transgene. La transformation d'autres 
plantes et notamment du colza peut etre realisee par Tintermediaire d'Agro- 
bacterium tumefaciens et/ou A'Agrobacterium rhizogenes a Taide de diverses 
techniques, maintenant classiques (transformation de disques foliaires, d'hypo- 
cotyles de hampes florales....) associant une phase de co-culture de la bacterie 
25 avec les tissus vegetaux, suivie de la selection et de la regeneration des cellules 
transformees en plantes entieres. D'autres techniques de transformation ne font pas 
intervenir cette bacterie et permettent de transferer directement le gene clone dans 
des cellules ou des tissus (electroporation, canon a particules...) et de selectionner 
et d'obtenir des plantes transformees (technique revue par Siemens et Schieder). 
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La presente invention a egalement pour objet des cellules de plantes 
transformees avec un vecteur conforme a I'invention ainsi que des plantes 
comprenant lesdites cellules. Uinvention a egalement pour objet des plantes dont 

les fleurs n'ont pas de petales. 

Comme indique precedemment, la presente invention permet done 
robtention de plantes dont les fleurs n'ont pas de petales ; le proc6de conforme a 
I'invention comprenant I'insertion dans les plantes d'un vecteur tel que ci-dessus 
decrit et comprenant une sequence d'ADN codant pour un produit cytotoxique. 

Dans le cadre de la presente invention, on peut egalement envisager 
d'obtenir des plantes hybrides par croisement de deux lignees dont on chercherait a 
associer les qualites agronomiques. Cependant. afin que la poUinisation 
entomophile s'opere de fafon optimum, il est necessaire que les parents de 
rhybride en question portent des p6tales. Un tel croisement n'est done possible 
qu'au moyen d'un systeme d'activation du gene toxique a double composante. Le 
principe d'un tel systeme consiste a disposer de deux lignees portant chacune un 
constituant n'ayant pas d'activite cytotoxique. L'activite toxique specifique est 
alors restauree dans les hybrides de ces deux lignees par combinaison des deux 
' constituants. 

Un exemple possible d'un tel systeme consiste a inactiver le produit 
d'expression que I'on veut controler par insertion d'au moins un codon stop au 
debut de la sequence codante correspondante puis d'ajouter en trats dans le 
systeme, un AKNt dit "suppresseur" qui va reconnaltre le ou les codon(s) stop et 
apporter I'acide amine qu'il porte au lieu de terminer la traduction. La proteine 
pourra alors etre traduite integralement et son activite restauree. Un tel systeme a 
25 deja 6te experimente concemant la sequence codante du gene GUS dans laquelle a 
ete inseree le codon stop ambre, I'ARNt suppresseur utilise etant porteur de la 
leucine. De plus, la fonctionnalit^ d'un tel systeme de transactivation utilisant un 
ARNt^ suppresseur a ete verifie /// planta dans Arabidopsis thaliana et 
motiana tabactm. Ce modele a 6te ensuite appliqud au cas de la bamase. Des 
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genes mutes (c'est-a-dire dans lesquels ont ete inseres un codon stop) codant pour 
la barnase et dependant de Texpression du gene de ARNt^" ont ete obtenus et 
testes en expression transitoire dans des protoplastes de tabac (Choisne Nathalie, 
1997). 

5 La presente invention conceme done egalement un precede d'obtention de 

plantes hybrides dont les fleurs n'ont pas de petale et comprenant les etapes de : 

a) transformation de plantes d*une lignee A avec un vecteur conforme a 
rinvention et comprenant une sequence d*ADN codant pour sequence 
cytotoxique modifiee par insertion d*au moins un codon stop, 
10 b) croisement des plantes de lignee A ainsi obtenues avec des plantes de 

lignee B exprimant le gene d'un ARNt suppresseur, 
c) selection des plantes hybrides avec des fleurs sans petales. 
Dans le cadre de la presente invention, les plantes de lignee A sont 
transformees par une construction similaire a pIB352 telle que representee dans la 
15 figure?. 

Avantageusement, les plantes conformes a Tinvention appartiennent a la 
famille des Brassicacees, preferentiellement, il s'agit du colza. 

La figure 1 illustre Tanalyse par hybridation de type Northern d'ARN 
polyA+ (2 ^g) et des AKN totaux (10 |Lig) de colza. La membrane est hybridee 
20 avec I'ADNc 9.2 entier marque au ^^P. La revelation est faite apres 24 heures 
d'exposition a - 80°C avec un ecran. Les ARNm identifies ont une taille 
approximative de 800 pb. Plantule 1 : plantule d'une semaine ; Plantule 2 : 
plantule de deux semaines 

La figure 2 illustre la comparaison des sequences proteiques d 'Arabidopsis 
25 ihaliana (en haut) et du colza (en bas) deduites respectivement de ADNc X74360 
(SEQ ID N** 1) et 9.2 (SEQ ID 2). La proteine d 'Arabidopsis ihaliana 
presente une longueur de 140 aa alors que la proteine de colza presente une 
longueur de 147 aa. L'homologie entre les deux etant de 74,6 %. Les etoiles 
reperent les acides amines communs aux deux sequences et les points figurant 
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dans TADNc d'Arabidopsis ihaliana n'ont ete indiques que pour permettre de 
placer Tune en face de Tautre les sequences communes aux deux plantes, la 
sequence d'Arabidopsis ihaliana devant se lire en continu, c'est-a-dire en faisant 
abstraction desdits points. 
5 La figure 3 represente ralignement des sequences nucleotidiques des 

ADNc 9.2 du colza (en bas) et X74360 d 'Arabidopsis ihaliana (en haut), les deux 
sequences presentant une homologie totale de 83 %, 

La figure 4 represente les cartes de restriction partielles des clones 
genomiques (A : Aval, B : BamHl, EI : EcoRl, EV : EcoRV, H : Hindlll, He : 
10 Hindi, P : Psil, S : Sad, SI iSall, Xb : Xbal, Xh : Xho\), 

La figare-Srrepresente la sequence 5'->3' du clone genomique 4.1.1 (SEQ 
ID N** 5). La«^ sequence palindromique a ete soulignee deux fois. la sequence 
codante a ete^oulignee une fois. Les sites de restriction suivants ont ete reperes : 
BamHl (en position 1) : GGATCC ; Sail (en position 291 1) : GTCGAC et Aval 
15 (en position 3229) :CCCGAG. 

La figure 6 represente les constructions realisees avec les promoteurs des 

- clones genomiques 4.1.1 et 8. 1 . 1 . 

: -^i^/^^ region promotrice distale du clone genomique 4.1.1 
. sequence palindromique 
20 - region promotrice proximale du clone genomique 4. L 1 

region promotrice de 322 pb du clone genomique 4. L 1 
z. 1 region promotrice de 322 pb du clone genomique 8. L 1 
terminateur du gene de la nopaline synthase 
sequence codante du gene rapporteur gus 
25 sequence codante du gene 4.1.1 

region 3* du gene 4.1.1 non traduite 



La figure 7 illustre les constructions realisees avec le promoteur de 322 pb 
du clone genomique 4. L 1 . 
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promoteur de 322 pb du clone genomique 4.1.1 
sequence codante du gene rapporteur gus 
sequence codante du gene de la bamase sauvage 
sequence codante du gene de la bamase mutee 
J terminateur du gene de la nopaline synthase 

tenninateur 19S du CaMV 

L'invention ne se limite pas a seule description ci-dessus, elle sera mieux 
comprise a la lumiere des exemples ci-apres qui ne sont cependant donnes qu'a 
10 litre illustratif. 

TTYFMPLE 1 '- Mise en Evidence d' "" nromoteiir snecifique des 
petales 

La premiere etape a consiste -en Vobtention de clones d'ADN 
15 complementaires (ADNc) exprimes specifiquement dans le petale. Pour cela. les 
ADNc ont ete synthetises a partir d'ARN messagers (ARNm) de petale de colza. 
Parallelement, des ADNc ont ete synthaises a partir d'ARNm de feuilles. de 
boutons floraux dont les petales ont et6 enieves et d'etamines. 

Les ADNc-provenant desdits organes ou tissus ont ete soustraits aux 
20 ADNc derives^ des- ARNm exprimes dans le petale de colza. Les molecules 
resultant de cette soustraction om ete utilisees lors d'une experience d'hybridation 
differentielle d'une banque d'ADNc de p6tale selon une technique similaire a ceUe 
presentee par Atanassov et al. 1996. 

Plusieurs clones d'ADN de colza ont ete isoles a Tissue de cette experience. 
Leur profil d'expression a ete etudie par la technique d'hybridation moleculaire de 
type Northern. En I'absence de clone strictement sp6cifiques du petale (au seuil de 
detection de la technique) le candidal le plus pertinent a ete retenu pour la suite 
des etudes ; il s'agit du clone 9.2. Ce clone est fortement exprime dans le petale au 
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stade jeune (bouton de 3 mm environ) et tres faiblement dans les etamines (figure 
1). 

Les recherches d'homologie de sequences dans les banques de donnees 
montrent une forte similitude entre la proteine deduite de la phase ouverte de 
5 lecture (orf) du done 9.2 et la sequence codante d'un gene d'Arabidopsis thalicma 
(X74360) codant pour une proteine putative de la paroi dont I'expression est 
regulee par les gibberellines (Phillips et Huttly. 1994) (figure 2). Le degre 
d'homologie presente par les sequences d'ADNc respectives correspondantes est 
superieur a 80 % dans les 500 premieres bases puis disparait totalement sur les 

10 220 restantes (figure 3). 

Le clone d'ADNc 9.2 de colza a servi de sonde pour cribler une banque 
genomique de colza. Sept clones genomiques ont ete isoles. Sur la base des cartes 
de restriction et des sequences, ces sept clones se rdpartissent en deux groupes 
suggerant I'existence chez le colza d'une famille d'au moins deux genes nommes 
dans la suite du texte 4.1.1 et 8.1.1 (figure 4). L'ADNc 9.2 est derive du gene 
correspondant du done genomique 4.1.1. 

Une etude preliminaire par amplification PGR a ete realisee sur le clone 
9.4. 1 appartenant au groupe du 4. 1 . 1 . En effet, la structure du clone genomique a 
permis d'amplifier une region amont de 3233 pb en utilisant des techniques 
. 20 d'amplification de grands fragments d'ADN et de sequen9age progressif par PGR. 

Cette region de 3233 pb s'etend du.nudeotide 1 au nucleotide 3233 de la 
sequence representee sur la figure 5 et die se termine au niveau du site Aval au 
niveau duqud la coupure a ete effectuee ainsi que le donage pour I'obtention de 
"bouts francs". 

25 Puis les regions amonts susceptibles de contenir les sequences regulatrices 

ont ete sous-donees dans des vecteurs de donage a partir des deux clones 
genomiques (4.1.1 et 8.1.1). On dispose done actuellement, pour le done 4.1.1. 
de plus de 4 kb de sequence correspondant majoritairement a I'orf et aux regions 
amonts (figure 5). 
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20 
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TTvrMPT.E 2 ; Verifirfltion de U snecificite d" '•^p'"" promotrice 
Differentes constructions comprenant le gene rapporteur GUS place sous 
le controle de certaines de ces sequences ont dte realisees afin d'etudier 
I'expression de ces genes chimeriques (c'est-a-dire constitues de la sequence 
codante d'un gene connu precede de la region promotrice conforme a I'invention) 
dans des plantes transformees d'Arabidopsis thaliana et de colza. 

Ces constructions se regroupent en deux categories en fonction de I'orf 
placee sous le controle des sequences regulatrices : 

- le gene rapporteur GUS pour etudier les profils d'expression et verifier 
la specificite conferee par le promoteur, 

- le gene de bamase sauvage ou inactive pour empecher la formation du 
petale par expression dans cet organe de ce gene toxique (les figures 6 
et 7 detaillent la composition de chaque construction). 

Les profils.- d'expression du gene rapporteur GUS chez les transformants 
d'Arabidopsis obtenus dans le cas du pIBlOO montrent une certaine variabilite sur 
I'ehsemble des plantes (voir tableau 1 ci-apres qui enumere les parties des plantes 
transfonnees chez lesquelles on a observe une coloration bleue). Cependant. chez 
pres de la moitie-des plantes presentant une coloration bleue (13/30). le gene 
rapporteur ne s'exprime que dans les petales (au seuU de d6teaion de la 
technique). On^retrouve chez certaines plantes une faible expression dans les 
etamines. peu surprenante du fait des resultats des hybridations de type Northern, 
mais aussi parfois^une expression dans d'autres organes floraux ce qui pourrait 
suggerer Muence d'effets de position du transg^ne dus a sa petite taiUe. 
Toutefois I'existence d'une proportion significative de plantes presentant le profil 
attendu laisse a penser que le fragment proximal de 322 pb est capable de conferer 
une expression specifique du petale. La stabilite de cette expression a 6te testae 
sur les descendants en autofecondation de ces plantes. Pour la plupart. on retrouve 
bien la specificite "petale" (donnees non montrees). 
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Des sequences promotrices plus longues ont egalement ete mises en cEuvre 
par le biais des constructions pIB102 et pIBlOS et les plantes transformees 
d'Arabidopsis thaliana ont et6 observees (le tableau 2 enumere les parties des 
plantes transformees par pIB102 et presentant une coloration bleue, le tableau 3 
5 enumere les parties des plantes transformees par pIBlOS et presentant une 
coloration bleue). On ne retrouve pas la specificite petale dans la proportion 
precedemment observee car dans presque tous les cas, le gene rapporteur est 
efFectivement exprime dans le petale mais egalement dans d'autres organes de la 
fleur. 

10 De meme, des plantes transformees de colza ont ete obtenues avec une 

constniction comportant conmie sequence regulatrice le firagment amont du gene 
4.1.1 de 3233 pb clone apres amplification par PCR. Sur les neuf plantes de colza 
qui ont deja pu etre observees, le gfene rapporteur s'exprime dans le petale mais 
-aussi dans d'autres organes de la fleur (donnees non montrees), comme on 

15 I'observe chez Arabidopsis avec ces grandes regions promotrices. 

Ces resultats suggerent que ces fragments sont trop longs alors que Ton 
pense que le precedent (322 pb) pourrait etre un peu court et done amplifier les 
effets de position eventueisi Ce dernier cependant donne lieu aux resultats les plus 
prometteurs. 

20 Les promoteurs pffi351 et pro352 (figure 7) analogues au pIBlOO mais 

comportant respectivement la sequence codante du gene de la bamase sauvage et 
cette meme sequence inactivee par insertion d'un codon stop (denommee alors 
bamase mutee) au lieu de la sequence codante du gene rapporteur ont 6te 
introduites dans Arabidopsis thaliana (resultats non encore disponibles). 



wo 99/15679 



PCT/FR98/02043 



11 



C/3 

u 

CO 5 

S ^ 



2; 



o 

CO 



p 

CO 

s 



CO 

H 

< 



2 
o 
c: 

3 

c 
o 
•o 
•ft> 



o 

o 
c 
o 



22 
00 



CO 



CM 



cd 

£ E 
I .S I + 

a £ 

c 



CO 



00 



3 



?= = r= «) i> 

CO c3 — *^ 55 5< CO c/5 c ^ 
OeoO. o5JcO-C«» — 

C/3 CO CO ^ 3 

O 



•5, E 
Jo 00 

CCS 

CO 

§ i 



C ^ 



2 c 

Q> E w JO 3 



O ^ C -5 Ci* 



(A 



CO 



^ ^ 



5 XT 
cs ^ 



J2 

-3- .g> 



^ ^ ^ 



CO 



C= C G> C 

2 2 S -i -2 
8 § -5 B -2 -2 



BNSOOCID: <WO_991567aA1J_> 



wo 99/15679 — ^ PCT/FR98/02043 



12 



PLANTES 
TRANSFORM EES 
(Nonibrc) 


— vo r~ — <N *— 


AUTRES 


Pedoncule floral 


SILIQUE 


1 1 I 1 1 I 


FEUILLES 


- 

pointe haut 


PISTILS 


solis papille 
sous papille 
SOUS papille 
SOUS papille 
sauf papille 
sauf papille agee 


ETAMINES 


filet 

sac poHinique;filet 
entier bouton 


PETALES 
(Nombrc) 


=3 

glTT + 

Urn 

3 

CO 

CS 


SEPALES 


- 

bouton 
bouton 

bouton 



(/3 

c 
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PLANTES 
TRANSFORMEES 


r 

— — VO — — '-roSifn 


AUTRES 


Pedoncule floral 
Pedoncule floral 


SILIQUE 


< 1 1 1 1 1 1 1 1 


FEUILLE 


- 

bordure 

petites 
pointes 


PISTIL 


sous papille 
sous papille 
sauf papille 

sauf papille 
sauf papille 
sous papille 
sous papille 


ETAMINE 


sac pollinique,filet 
entier 

entier 
entier 
sac pollinique,filet 
filet 


PETALE 
(Nombre) 


j£ 1 TT • ^ ^ 


SEPALE 


- 

bouton 
bouton 
bouton 
bouton 
bouton 



CO 

C 

-2 

NO 
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REVENDICATIONS 

Sequence nucleotidique conrespondant a tout ou partie : 

a) de la sequence selon SEQ ID 5, ou 

b) d'une sequence s*hybridant a la sequence selon a), ou 

c) d'une sequence presentant au moins 80 % d*homologie avec a) ou b). 

Sequence nucleotidique selon la revendication 1 correspondant a tout ou 
partie : 

a) de la sequence s'etendant du nucleotide 1 au nucleotide 3233 et de 
preference du nucleotide 291 1 au nucleotide 3233 de SEQ ID N° 5, ou 

b) d'une sequence s'hybridant a la sequence selon a), ou 

c) d'une sequence presentant au moins 80 % d'homologie avec a) ou b). 

Vecteur d' expression cellulmre comprenant une sequence selon la 
revendication 2 placee en amont d'une sequence d'ADN codant pour un 
produit capable de modifier la structure, la forme, la coloration et/ou la 
texture des petales de fleurs. 

Vecteur d' expression cellulaire comprenant une sequence selon la 
revendication 2 placee en amont d'une sequence d'ADN codant pour un 
produit cytotoxique. 

Vecteur selon la revendication 4, caracterise en ce que le produit 
cytotoxique est une ribonuclease et de preference la bamase. 

Cellules de plante transformees par un vecteur selon Tune des revendications 
3 a 5. 

Plantes comprenant des cellules selon la revendication 6. 
Plantes dont les fleurs n'ont pas de petale. 
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9. Precede d*obtention de plantes omementales comprenant Tinsertion dans 
lesdites plantes d'un vecteur selon la revendication 3. 

5 10. Precede d'obtention de plantes dont les fleurs n'ont pas de petale 
comprenant Tinsertion dans lesdites plantes d'un vecteur selon la 
revendication 4 ou 5. 

11. Procede d'obtention de plantes hybrides dont les fleurs n'ont pas de petale 
10 comprenant les etapes de : 

a) transformation de plantes d'une lignee A avec un vecteur selon la 
revendication 4 ou S modifie par insertion d'au moins un codon stop dans la 
sequence codante de TADN, 

b) croisement des plantes de lignee A obtenues en a) avec des plantes de 
15 lignees B exprimant le gene d'un ARNt suppresseur, 

c) selection des plantes hybrides avec des fleurs sans petale. 

12. Plantes«selon«la' revendication 7 ou 8 ou obtenues par la mise en ceuvre du 
procede : selon .la revendication 10 ou 11, caracterisees en ce qu'elles 

20 appartiennentfi-a^la famille des Brassicacees et de preference en ce qu'il s*agit 

du colza. 
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FIGURE 1 
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AthX7 4 
9.2 



FIGURE 3 

GCTTTCTCCT CTAC.^u^CAP'^^ AT.---J^J^TA-A.^ ATTA-ATGGCT TCTTCACTl 



51 100 
AthX7 4 TCACCTCCGC AGTCATTGTC GTGGTTTTAA GCCTAGTGCT TGGATCTGTA 
Q 2 AGC AGTCACTGTC ATGATTCTTA GCCTACTGC? 7GGACCTGCA 

101 150 
AthX7 4 GAGCAAGTGA GTGGACTACG TCACGTTCCC AAGTCCCCTA AGATCACTGA 
9.2 GAGCAAGTTA GCGGACTGCG TCATATTCCC AAGTCCCATA AGACCACTGA 

151 200 
AthX7 4 TGTCAAACAC CCTGACTTTC TTGTA.^CCAT TGAGCCCAA.^ CC.AACTATTC 
9.2 TGTCAAACAC CCTGAGTTTC TTGTCACCAT TGAGCCAAAA CCAACTATTC 

201 250 
AthX74 TCATTCCCGG TGTTGGAAGG TTCTTGCTTC CTCCCAAATG CAAGAAGCCG 
9.2 TCATCCCCGG TGTTGGAAGG TTCTTGCTTC CTCCCAAATG TAAGAAACCA 

251 300 

AthX7 4 TTCTACCCTT ACAATCCTGT CACCGGAGCT CCACTTACT 

9.2 TTCTACCCAT ACAATCCAGT CACTGGAGCT CCCCTTACTG GCGGGTCTAT 

301 350 
AthX74 .GGTGGGGGA ATCCCATCAT ATAATGGTGG ACAAGGGGCC GGACCTCACA 
9.2 CGGTGGTCAA ATCCCATCAT TTGGTGGTGG ACAAGGAGGC GGAGCTCGCA 

351 400 
AthX7 4 CCCAACTCCC TGGTGGCGAT GATACGCTTG TCCCAAACCC CGGATTTGAA 
9.2 CCCAGCTCCC TGGTGGCGAT GATACCCTTG TCCCAAACCC CGGATTTGAA 

401 450 
AthX7 4 GAGCCAACCC CGACCATTGG AGCTGGCACA GGAAGCAACG GCCAAGTTCC 
9.2 ACTCCAACCC CTGCCACTGG AGCTGGCGCT GGAAACAACG GCCAAGTTCC 

451 500 
AthX7 4 ACCAGTGCCA CTACCCTGAG T ATT ATT... .AATCTGTCA ACAAATAAGC 
9.2 TCCGGTGCCA CTACCCTGAT TTCTTTTTCA ATATCTGTCA ACAAATAAGC 

501 550 
AthX7 4 ATATCTTAGA TGCAAACATG TCTGTTTTGG TGTCTTGAGT CTTGGTTAGA 
9.2 ATTTCTTTA.^ TGCAAAAGTG TCTATTT. .G AGTCTTACCT TCTGGTTTAC 

551 600 
AthX74 TAAGTAACCC GCTACTTTAC TAGCCGTTTC GTTTGCCATC TCTTTTTCTC 
9.2 TAGCCGTCAC CTTAAGAGTC ATATGTTTGT CATCTCTCTC TTTCTTTTTG 

601 650 
AthX74 TCTGTGTCTC TCTCTATTTG CTACAAAAAG AGAGAATCTT GTTTCATGTT 
9.2 GAAGAGAGAA TCTTGTGTCT TATGCCGTCA GAAGAAATTT AAAGCATTTG 

651 700 
AthX74 TTTCAGTTTG TCTTTAGATG AATTCATTTT CACATACCAT TATATTAAAA 
9.2 TTT . . ACATG CCATTACATT CAACTATCAA AATGCTTTAT GATAAAAAAA 

701 727 
AthX74 TAAAGGAAAT GTTCCGCAGT AAAAAAA 
9,2 AA — • 

Aligncmcnt nucleotidiquc dcs ADNc X74360 ct 9.2 



INSDOCID: <WO_991567aA1J_> 




SDCX:iD: <WO__9915679A1 J_> 



wo 99/15679 



PCT/FR98/02043 



5/11 
FIGURE 5 



1 




TT AGG ATTTT 

m X * X X X 


AGGGCTTTGT 


GAGTTCAG^A 


AATCTCTAAA 




CCTTC 2VTTTT 
vj^k. 1 X X X 1 1 


T ATC AATC AA 


G PTTTTTTTT 


TTTPsAATTAA 


ACATTCTAAA 






TP^TT AT AAG 


TTTATTTCTC 


CTCTTTTGTG 


TTGGTTTTTC 


X ^ JL 




2^ ATGPGTG2iT 


TTTTGCAATT 

X X X X VVvrka • X * 


1* 1* 'x* TT c 


ACTAAAAATG 


^ U X 


xxxx*%xxxx^ 


TTTTTAPTTT 
X X X X X XXX 


G T AACT AAAT 


CACTTATTTA 


AGTTTATAAC 




XXX X X W 


AAATTT AAAA 


TTGACAAATT 


AATCATTGAA 


TTTTTTTCTT 


J U X 


HTTP 21TTTZ 2i 


G ATPPGT ATT 

W»> X V> V»w X X X 


GT APTACTTT 

W X X X X A 


TATAATCATC 


TATATTTAAA 


J 3 X 


X X X X X ^\.*\ X aWJ 


T ATP ATA ^TT 


TTATTTTTTA 

X X •» X X X X X X *» 


ATAAAATATT 


TAAATATTAT 


/I m 

4 U JL 


PC 2. 2i SVPPT AT 
v— ~r\ v». X rv X 


A ATTTTAATA 
X X X X X r\ 


PPA \TCTGTT 
>» X v« X w X X 


TT AAT AAAAC 


GTAAACGAAT 


fa D JL 




PPTATGGPP A 


T A ATTPTG AA 


TCC AAGCTT 2v 


AACAAAAGTA 


^m 


PTTATPi iTP 


GGAPPPTAAG 


AGTPPTCGT A 


ATTAGGGTTC 


TTTAAGATTT 


D D X 


TT* 2, PP ^ TTTri 


AfiPAGTTGAA 


TPAATGATCG 


TTTTC ATGCG 

XXX XX»«WX%9W\i« 


AGTAAACTTA 


O V X 


1 X X w 1 1 X 


TTAGTGGGCG 

X X rVV9 X V9V9V9WW 


PAGPTGCCTC 


CTCCCTGAAC 


ACCGTAGATC 


O S X 


TPPPPPPTnT 


TTPTATCTCT 

X X ^ X t\ X V» X V« X 


TACTGTGGAT 


GTAAGATCTA 


TTATTTTCTT 




n fSHTTTTCTn 

X X X XwXnJ 


TTTGTG AATG 


CGTCTTATAT 


AGTGAGCATT 


AGCTTAGAGT 




TTPPP ATXTT 

X X\»w\>r%X XIX 


Z TTG AATATT 

• % X X vjrv^ X r% 1 X 


TTCATTCTTA 


TTCATGTGGG 


TATCACAAAG 


801 

O W X 


GP ATGGCCG A 


CTACC ACT AT 


GTTATTCCTA 


TTCCTCCAGA 


TATTGCACAG 


W V «k 


CAGAAGAAGA 


GGAAATGGAT 


GGAGGTGAAG 


TCGCTTGCAG 


GTGATTCTTT 


901 


TCCGTTCATT 


TTGGTATTTT 


CATTATATTG 


CAAATCTTAA 


TATTTTGTAG 


951 


CGAAAAG^U\T 


ATTTTGTAGC 


ATAGTTTAAA 


ATTTTAAATA 


CGTATTCTTG 


1001 


CTTTAAGCTG 


TGTTTTG ATG 


TAAAGTAAAA 


CATATGTACC 


AAAAGAACAA 


1051 


GACAATGTTC 


AAGTCTATAC 


GGAACCCATA 


CGGGACCCTT 


GTCCTTGTCC 


1101 


AGTTGACATT 


GTTCAGGCCA 


AGAACTACAC 


CAACAATTTT 


AAATCAACCT 


1151 


ATTGAAATTA 


GAAAAGAAAT 


CCGCTAATGC 




A APTG APTPft 


1201 
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1251 
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GATCTGGTGA 


TAAAAAAGAT 


1301 
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AA-AAGTGCTA 


AATA-ACATTT 
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TTATAGTATA 
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GTTGATTAAT 


TTTAGATCTT 


TTCCTGAAGA 


ATGATTGCTG 
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FIGURE 5 (suite) 
AAT,---.T.^.iJ^--. TGTTCATTTG CTTAATGAGT ATG 



TC TTTAGTTATT 



1501 TCTGACCCGA A^2,CCAA.CA-^A CACTA.ATGAT TGA7TA.A.-.CT .---.CCA-^TCA.-. 
1551 CTT.--^CTTGT A.^^ACGAGTT GGC TTAG.^^^C A7GATTATTG AGAGGTTCTT 
1601 AGGGTGGAGT TCTTAGCGGA ATATA^^GAAC CTGTGTCTTA ATTTTTAATT 
1651 AA>^-.AAGCTA AGAACTGGCT CTTAAATA^G AGTTTAAGAG CCGGTTCTTA 
1701 GTTTTTTTAG TTAAAAGTTA AGAGTCAGGT TTTTATATTC CGTTAAGAAC 
1751 TTCACCTTAA GGACCTTCTA ATAATCATGC TCTTACG TTA 7CTGACCAAA 
1801 AATACGAACA GAAAAAATAA AAACTCACTT ACCTCATCAT ATGAGATATG 
1851 ACAJ^.ATGCAC TACTATTTAA GAAAAAACAT TAAAAAAAAC ATTA.2VTGGTG 
1901 .TGGGAGGGTC ATTAATGGAG GTCACACAAA AGA.^AGCCCA GAGAAGGCAA 
1951 ^ATTG.^JiGGTG ACTGTATACA AAAGTAGGTC TTTCAGTTTT GCNCAGAGGA 
2001 "'AGCTCATGAC ATTCACCA.^J^ GCAGCACGAJ\ TGAAGTTCAT CPlAGTTTTTA 
2051 l^ATTAGGCTTC GCTTCTTGTG ATTCCTCGAA A.ATTTATATC ATTTCATACC 
2101 -^TTCGiTCTTG TTTTCATGTG ACTTTCCTCT TCTCCTACCG TGAGTCTCAT 
215r *'CA3^.7TTCGTA GA7CGC7ANG T7AACGATCC ACG7ATCA7A NATACAC7TC 
2201 ^TTC7A7AGC CGTACG7A7A CCACACAT7A CN7CATCCCA C77CNTAAC7 
2251 ;iTA7.-:TAAT77 TAC7AC7CAG A7CACNAGAG 7ACG7ATA7C AGGAAG7CAT 
2301 ^TCT7C7CC7 7G7CC7A77C C7C7C777C7 77G7CCGGC7 C77A7CT7CG 
2351 SCTA'GTAGGA.^, 7777CCGACG- CACCC77A7C CAAG7A7G7A 7GC7A77C7C 
2401 T:TCTCAC7C7C C7TAA7777A ' CACACC7C77 7CAC7ATC77 CAATG7C777 
2451 " TAAC77GT77 CAA7TA7GT7 CGTG7GGGTG GGCAGGTCA7 AATCATCATC 
2501 A7G7CGGAA7 GATGGGTAGG ACAATGAAGC G7CAGAGGAG GCCGGACACG 
2551 G7GCAGGTGG CAGGG7CTAG GC7GCCGGAC 7GCTCACACG CGTGTGGC7C 
2 601 A7GC7C7CCA 7GCCG7C77G TGA7GG77AG C77CGTGTG7 GCATCGCTAG 
2651 AGGAGGC7GA GAC77G7CCC A7GGC77A7A AG7GCA7G7G CAAGAACAAA 
2701 7CC7ACCCAG 7CCCA7GA7G AA77AGCC7C 7C7CACAC77 AAC7C7A7GC 
27 51 A77CAGACG7 777G777C77 TCC7777GC7 7C77CGGA7A AA77ACCC7G 
2801 TG7A7GTA7A AAA7GCA7C7 TT7CC77T7T 77AATTCT7T 7G7CrrrTTG 
2851 ATA7C77A«AA CACAG7777A CGAAACAAGA A7AAGA7TAG 77GAGCCAC7 
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FIGURE 5 (suite) 
2901 CA.:^.^.GCGTG glCGAC|rA..-. TTGA.^.CAGA A..GCCACACA ACTCATTGGG 
2951 CTCTTGTTTA TGGCCCATGA CACCGCATTT CAGACTGCAA CA.^CCAAAGT 
3001 TGTAGAA.AGA AT.A..TATTTA A..GGGCACGT ACATACGTTG TTGGCTTCCA 
3051 CC.A.:^ACTTTG GAGGCTCTCT AATAATTAGC ACACTCCATT CTATGCATTT 
3101 GTTACACACC TTCTATTTTC A.ACCATTTCA TCTCACCTTT TTTAAATGTT 
3151 TCCACAGTTA GCTCAGTAAA TTCACTATAT ACAGACATAC ACCTTCCCTC 
3201 CACAAGATCA A.^CA.^CCACA CTACCTTCErTCSC|rTTTCT CACTACAATT 
3251 TAAAAGAAAA A.ACA.^MGCC TTrGTrrrTC r...r.r^.. r.,^r^n-,- 
^'^TrftrrnTr -^rnwrTft nrrT.rrrrr rnn.rr^ r^^ r ^-I^r mTTi 
<^^<^<^'^rTnrq Tr^TATTrrr MrrrrrATA .n.nr.^.j ^^ TnTr...n.^ 
3401,.. cCTGftGTTTr -rrnrr.rr^r Tr.- rrr,,,, rr..r T.-r.r- >r..^....^ ^ 

- TgTTr/?ft>GG rrrTTrrrrr rrrrrn^.Tn ^^.^ ^ ^.^ 

■ AC . ^^Trr^GT r.rTGG^^ncT rrrrrr^rTG nrn.....>^ -7T n 7T -Vi 

355le ^TCCCftTr,T T-rn^TGrTrrr .r..nn.n.. r........^ - 

3601^^TGGT<^C;rG'>T c:^T^rrrTTr rrrr.....r^ --^^T Trr... .r^.r^^ ^^ ^^ 

' " H-^^ CTGCCftrTf^q ^rrrggrncT rr.^,.r..rr. n.r.^ . ^ rr nw^^.^^ ^ ^ ^ 
3701^ CTACC riq^T TTCnTTTCA ATATCTGTCA ACAAATAAGC ATTTCTTTAA 
3751S^TGCAAAAGTG TCTATTTGAG TCTTACCTTC TGGTTTACTA GCCGTCACCT 
3801*.TAAGAGTCAT ATGTTTGTCA TCTCTCTCTT TCTTTT7XJGA AGAGAGAATC 
3851.^.^TGTCTTA TGCCGTCAGA AGAAATCTAA AGCATTTGTT TACATGCCAT 
3901 - TACATTCAAC TATCAAAATG CTTTATGATA CATGTACTCT ACTCCTCCAT 
395irTTCGCATACT A.^GTAGACTA GATGAAGACA AGTACTCAAT CAAAGCTGAA 
4001 - TACACTAATC ACCCATTCAA ArTATTTCCT AGAATTTGAA TGAACCAAAC 
4051 TAACAAAAAA GAACAATTAC AACCTA^TGA TACGCTGATG CAA.V.CTACA 
4101 AAAGGAGGTC GAATA.^GGTA AGAGGATGGA GCAGAGTCGT ATATATCAGA 
4151 GAAAGATAGT ATAGTAAGAG AAAAAGAGGA AACACACAAA TGACAAATGA 
4201 TAGTATTACA TTTTCTCATC ATTATTCAGA GTAA.ACAAAG CAATAAAGTG 
4251 AAAGAATTCA CATAGTGTAA TCTTGGAATT GAGTATCTAC GGGGAGGAAG 
4301 AAACTCGATC AGCCTCAATC ATGGACTTTA TGTNGTACTC TCCTGCTTTG 
4351 TACGACGACC TAACCATCGG CCCTGATGCT ACGTACCTGA ATCCCTGTTT 
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4 401 AACCAACAAA CCCATTTAGC CCTCTCCTTG TTTCCCATCA AATTTCCNGA 
4 4 51 ACTAAAAACA GANNAGANAN NAGGCTTACC ATTTCCATGC CNAGANGANG 
4 501 GTATCTCTCC AAAGCC 



FIGURE 5 (suite) 
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FIGURE 6 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOI'^: INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRONOMIQUE 

(INRA) 

(B) RUE: 14 7 RUE DE L'UNIVERSITE 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75007 

(ii) TITRE DE L* INVENTION: PROMOTEUR SPECIFIQUE DES PETALES ET PROCEDE 
D'OBTENTION DE PLANTES A FLEURS SANS PETALE 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 5 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D* EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentin Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 14 0 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

.:(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: prot6ine A.thaliana 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

Met Ala Ser Ser Leu He Thr Ser Ala Val He Val Val Val Leu Ser 
1 5 10 15 

Leu Val Leu Gly Ser Val Glu Gin Val Ser Gly Leu Arg His Val Pro 
20 25 30 

Lys Ser Pro Lys He Thr Asp Val Lys His Pro Asp Phe Leu Val Thr 
35 40 45 

He Glu Pro Lys Pro Thr He Leu He Pro Gly Val Gly Arg Phe Leu 
50 55 60 
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h^u Pro ^ro Lys Cys Lys Lys Pro Phe Tyr Pro Tyr Asn Pro Val Thr 
el ' 70 75 80 

G'V Ala ^*ro Leu Thr Gly Gly Gly lie Pro Ser Tyr Asn Gly Gly Gin 
' 85 90 95 

^.«v Ala Gly Pro His Thr Gin Leu Pro Gly Gly Asp Asp Thr Leu Val 
' 100 105 110 

p^-o Asn Pro Gly Phe Glu Glu Pro Thr Pro Thr He Gly Ala Gly Thr 
115 120 125 

Gly Ser Asn Gly Gin Val Pro Pro Val Pro Leu Pro 
130 135 140 

(2) IKrORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 147 acides amines 

(B) TYPE: acice amin6 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE:. pxot^ine colza 

(xi) DESCRIPTION DE«LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Met Ala Ser Ser Leu Leu Thr Leu Ala Ala Ala Ala Val Thr Val Met 
1 5 10 15 

He Leu Ser Leu-^iieu Leu Gly Pro Ala Glu Gin Val Ser Gly Leu Arg 
20 25 30 

Kis He Pro Lys Ser His Lys Thr Thr Asp Val Lys His Pro Glu Phe 
35 40 45 

Leu Val Thr He Glu Pro Lys Pro Thr He Leu He Pro Gly Val Gly 
50 55 60 

;^rq Phe Leu Leu Pro Pro Lys Cys Lys Lys Pro Phe Tyr Pro Tyr Asn 
65 "'O 75 80 

P-o Val Thr Gly Ala Pro Leu Thr Gly Gly Ser He Gly Gly Gin He 
85 90 95 

P-o Ser Phe Gly Gly Gly Gin Gly Gly Gly Ala Arg Thr Gin Leu Pro 
100 105 110 
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r.-.y Gly Aso Asp Thr Leu Val Pro Asn Pro Gly Phe Glu Thr Pro 7h 

^ - 120 



115 



Pro Ala Thr Gly Ala Gly Ala Gly Asn Asn Gly Gin Val Pro Pro Val 

133 



130 

Pro Leu Pro 
145 



:::roRi^TioKS pour la seq id KO: 3: 

(M CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 641 paires de bases 
(E) TYPE: nucleotide 

(C) ^30^5BRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARAC7ERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: clone 9.2 

(>:i) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

.AGCAGTCACT GTCATGATTC TTAGCCTACT GCTTGGACCT GCAGAGCAAG TTAGCGGACT 

GCGTCATATT CCCAAGTCCC ATAAGACCAC TGATGTCAAA CACCCTGAGT TTCTTGTCAC 

CATTGAGCCA AA.^CCAACTA TTCTCATCCC CGGTGTTGGA AGGTTCTTGC TTCCTCCCAA 

atgta;^.gaaa ccattctacc catacaatcc agtcactgga gctcccctta ctggcgggtc 

TATCGCTGGT CAPJ.TCCCAT CATTTGGTGG TGGACAAGGA GGCGGAGCTC GCACCCAGCT 

-ccctg-gtggc gatgataccc ttgtcccaaa ccccggattt <;aaactccaa cccctgccac 

TGGAGCTGGC GCTGGAAACA;?7.CGGbCAAGT TCCTCCGGTG CCACTACCCT X5ATTTCTTTT 

tcaatatctg tcaacaaata agcatttctt taatgcaaaa gtctctattt gagtcttacc 

TTCTGGTTTA CTAGCCGTCA CCTTAAGAGT CATATGTTTG TCATCTCTCT CTTTCTTTTT 
GGAAGAGAGA ATCTTGTGTC TTATGCCGTC AGAAGAAATT TAAAGCATTT GTTTACATGC 
CATTACATTC AACTATCAAA ATGCTTTATG ATAAAAAAAA A 
(2) IKFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 711 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
641 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(i>:) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: X74360 



(>:i) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

GCTTTCTCCT CTACAACAAA ATAAAATAAA ATTAATGGCT TCTTCACTTA TCACCTCCGC 60 

AGTCATTGTC GTGGTTTTAA GCCTAGTGCT TGGATCTGTA GAGCAAGTGA GTGGACTACG 120 

TCACGTTCCC AAGTCCCCTA AGATCACTGA TGTCAAACAC CCTGACTTTC TTGTAACCAT 180 

TGAGCCCAAA CCAACTATTC TCATTCCCGG TGTTGGAAGG TTCTTGCTTC CTCCCAAATG 240 

CAAGAAGCCG TTCTACCCTT ACAATCCTGT CACCGGAGCT CCACTTACTG GTGGGGGAAT 300 

CCCATCATAT AATGGTGGAC AAGGGGCCGG ACCTCACACC CAACTCCCTG GTGGCGAT6A 360 

TACGCTTGTC CCAAACCCCG GATTTGAAGA GCCAACCCCG ACCATTGGAG CTGGCACAGG 420 

AAGCAACGGC CAAGTTCCAC CAGTGCCACT ACCCTGAGTA TTATTAATCT GTCAACAAAT 480 

AAGCATATCT TAGATGCAAA CATGTCTGTT TTGGTGTCTT GAGTCTTGGT TAGATAAGTA 540 

ACCCGCTACT TTACTAGCCG TTTCGTTTGC CATCTCTTTT TCTCTCTGTG TCTCTCTCTA 600 

TTTGCTACAA AAAGAGAGAA TCTTGTTTCA TGTTTTTCAG TTTGTCTTTA GATGAATTCA 660 

TTTTCACATA CCATTATATT AAAATAAAGG AAATGTTCCG CAGTAAAAAA A 711 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 4 516 paires de bases 

(B) TYPE: nucl6otide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6nomique) 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: clone g6nomique 4.1.1 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

GGATCCGTTG TTAGGATTTT AGGGCTTTGT GAGTTCAGAA AATCTCTAAA GCTTCATTTT 60 

TATCAATCAA GCTTTTTTTT TTTAAATTAA ACATTCTAAA GTCTCTAAAG TCATTATAAG 120 
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TTTT^T'^'^CTC 


CTCTTTTGTG 


TTGGTTTTTC 


TAAAACCAAT 


AATGCGTGAT 


TTTTGCAATT 


180 


TTTTTTTTTr* 


ACTAAAAATG 


TTTTATTTTC 


TTTTTACTTT 


GTAACTAAAT 


CACTTATTTA 


240 


AO i 1 1 A 1 


A^TTTCGTTG 

^^^^ AAA ^rf^rf * * 


AAATTTAAAA 


TTGACAAATT 


AATCATTGAA 


TTTTTTTCTT 


300 


r"r T/^ il ''^ T T a 2x 

o i i ^/-. mil nn 


G^'^CCGTATT 


GTACTACTTT 


TATAATCATC 


TATATTTAAA 


TTTTTAATAG 


360 


a TP UTS aTT 


TTATTTTTTA 

X X <^ XXXAA*<* 


ATAAAATATT 


TAAATATTAT 


CCAAACCTAT 


AATTTTAATA 


420 




TT AATAAAAC 


GTAAACGAAT 


CAGCCAAATT 


CCTATGGCCA 


TAATTCTGAA 


480 




AA C AAAAG T A 


CTTATCAATC 


GGACCCTAAG 


AGTCCTCGTA 


ATTAGGGTTC 


540 


TTT & &. TTT 


TTACCATTTG 


AGCAGTTGAA 


TCAATGATCG 


TTTTCATGCG 


AGTAAACTTA 


600 


^TTPT Ti. T T 


TTAGTGGGGG 


CAGCTGCCTC 


CTCCCTGAAC 


ACCGTAGATC 


TCCCCCCTGT 


660 


TTCTi-.i C- TL. i 


TACTGTGGAT.^ 


GTAAGATCTA 


TTATTTTCTT 

A A m* A A A A A A 


GGGTTTTGTG 


TTTGTGAATG 


720 


CGTCTl A I A i 


AGTGAGCATT 


AGCTTAGAGT 


TTCCCATTTT 

A A AAA 


ATTGAATATT 


TTCATTCTTA 


780 




TATCACAAAG 


GCATGGCCGA 


CTACCACTAT 


GTTATTCCTA 


TTCCTCCAGA 


840 


TAT 1 GCACAG 


CAGAAGAAGA^GGAAATGGAT 


GGAGGTGAAG 


TCGCTTGCAG 


GTGATTCTTT 


900 




TTGGTATTTT' 


"CATTATATTG 


CAAATCTTAA 


TATTTTGTAG 


CGAAAAGAAT 


960 


7\ qp fp f|» fp ^ »p TV O 

A 1 X 1 1 o i Aov- 


ATAGTTTAAA ' ATTTTAAATA 


CGTATTCTTG 


CTTTAAGCTG 


TGTTTTGATG 


1020 


TV TV ^ r^t* TV TV & ZV 

1 AAriG 1 AAAA 


CATATGTACCi'AAAAGAACAA 


GACAATGTTC 


AAGTCTATAC 


GGAACCCATA 


1080 


PrTZP" tPPPTT 


GTCCTT^TCC^ 


:AGTTGACATT 


GTTCAGGCCA 


AGAACTACAC 


CAACAATTTT 


1140 


AAATPAAPPT 


attgaaattaSgaaaagaaat 


CCGCTAATGC 


AAATAAAAAG 


AAGTGACTCG 


1200 


PATATAfSTTG 

X f\X fWS 1 X V9 


CCAACTAATT=^ 


-GTTGATGTTA 


ATTAAAAAGA 


TTAACTGTTA 


AATTTATGAT 


1260 




ttagggattg gatctggtga 


TAAAAAAGAT 


TATGTAGATG 


TTTTTGCAGA 


1320 


AAAAGTGCTA 


AATAACATTT' 


'GTTTATTTTG 


TCATTATGTG 


TAGAATACAA 


AGAAGAAATG 


1380 


AACTAAGACT 


TTATAGTATA 


AATTATTGTG 


GTTGATTAAT 


ipfpm TV P TPTT 

Tl TAoA 1 v.* 1 i 






ATGATTGCTG 


AATAATAAAA 


TGTTCATTTG 


CTTAATGAGT 


ATGTCTACTC 


TTTAGTTATT 


1500 


TCTGACCCGA 


AACCAACAAA 


CACTAATGAT 


TGATTAAACT 


AACCAATCAA 


CTTAACTTGT 


1560 


AAAACGAGTT 


GGCTTAGAAC 


ATGATTATTG 


AGAGGTTCTT 


AGGGTGGAGT 


TCTTAGCGGA 


1620 


ATATAAGAAC 


CTGTGTCTTA 


ATTTTTAATT 


AAAAAAGCTA 


AGAACTGGCT 


CTTAAATAAG 


1680 


AGTTTAAGAG 


CCGGTTCTTA 


GTTTTTTTAG 


TTAAAAGTTA 


AGAGTCAGGT 


TTTTATATTC 


1740 
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CGTTAAGAAC 
AATACGAACA 
TACTATTTAA 
GTCACACAAA 
T7TCAGTTTT 
CAAGTTTTTA 
TTCGTTCTTG 
GATCGCTANG 
CCACACATTA 
TACGTATATC 
CTTATCTtCG 
TCTCACTCTC 
CAATTATGTT 
ACAATGAAGC 
TGCTCACACG 
GCATCGCTAG 
TCCTACCCAG 
TTTGTTTCTT 
TTTCCTTTTT 
AT7VAGATTAG 
ACTCATTGGG 
T6TAGAAAGA 
GAGGCTCTCT 
AACCATTTCA 
ACAGACATAC 
CACTACAATT 
AGTCACTGTC 



TTCACCTTAA GGACCTTCTA ATAATCATGC TCTTACGTTA TCTGACCAAA 
GAAAAAATA.A AAACTCACTT ACCTCATCAT ATGAGATATG ACAAATGCAC 
GAAAAAACAT TAAAAAAAAC ATTAATGGTG TGGGAGGGTC ATTAATGGAG 
AGAAAGGCCA GAGAAGGCAA ATTGAAGGTG ACTGTATACA AAAGTAGGTC 
GCNCAGAGGA AGCTCATGAC ATTCACCAAA GCAGCACGAA TGAAGTTCAT 
ATTAGGCTTC GCTTCTTGTG ATTCCTCGAA AATTTATATC ATTTCATACG 
TTTTCATGTG ACTTTCCTCT TCTCCTACCG TGAGTCTCAT CAATTTCGTA 
TTAACGATCC ACGTATCATA NATACACTTC TTTCTATAGC CGTACGTATA 
CNTCATCCCA CTTCNTAACT TATATAATTT TACTACTCAG ATCACNAGAG 
AGGAAGTCAT-TTCTTCTCCT TGTCCTATTC CTCTCTTTCT TTGTCCGGCT 
CTAGTAGGAA TTTTCCGACG CACCCTTATC CAAGTATGTA TGCTATTCTC 
CTTAATTTTA CACACCTCTT TCACTATCTT CAATGTCTTT TAACTTGTTT 
CGTGTGGGTG^GGCAGGTCAT AATCATCATC ATGTCGGAAT GATGGGTAGG 
GTCAGAGGAG-^CCGGACACG GTGCAGGTGG CAGGGTCTAG GCTGCCGGAC 
CGTGTGGCTC 'ATGCTCTCCA TGCCGTCTTG TGATGGTTAG CTTCGTGTGT 
AGGAGGCTGAiTGACTTGTCCC ATGGCTTATA AGTGCATGTG CAAGAACAAA 
TCCCATGATG AATTAGCCTC TCTCACACTT AACTCTATGC AT.TCAGACGT 

tccttttgct:'tcttcggata aattaccctg tgtatgtata aaatgcatct 

TTAATTCTTT TGTCTTTTTG ATATCTTAAA CACAGTTTTA CGAAACAAGA 
TTGAGCCACT CAAAAGCGTG GTCGACTAAA TTGAAACAGA AAGCCACACA 
CTCTTGTTTA TGGCCCATGA CACCGCATTT CAGACTGCAA CAACCAAAGT 
ATAATATTTA AAGGGCACGT ACATACGTTG TTGGCTTCCA CCAAACTTTG 
AATAATTAGC ACACTCCATT CTATGCATTT GTTACACACC TTCTATTTTC 
TCTCACCTTT TTTAAATGTT TCCACAGTTA GCTCAGTAAA TTCACTATAT 
ACCTTCCCTC CACAAGATCA AACAACCACA CTACCTTCCC CGAGTTTTCT 
TAAAAGAAAA AACAAATGGC TTCGTCCCTG CTAACACTCG CAGCAGCAGC 
ATGATTCTTA GCCTACTGCT TGGACCTGCA GAGCAAGTTA GCGGACTGCG 
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TCATATTCCC AAGTCCCATA AGACCACTGA TGTCAAACAC CCTGAGTTTC TTGTCACCAT 34 20 

TGAGCCAAAA CCAACTATTC TCATCCCCGG TGTTGGAAGG TTCTTGCTTC CTCCCAAATG 34 80 

TAAGAAACCA TTCTACCCAT ACAATCCAGT CACTGGAGCT CCCCTTACTG GCGGGTCTAT 3540 

CGG7G3TCAA ATCCCATCAT TTGGTGGTGG ACAAGGAGGC GGAGCTCGCA CCCAGCTCCC 3600 

7GG7GGCGAT GATACCCTTG TCCCAAACCC CGGATTTCAA ACTCCAACCC CTGCCACTGG 3660 

AGCTGGCGCT GGAAACAACG GCCAAGTTCC TCCGGTGCCA CTACCCTGAT TTCTTTTTCA 3720 

ATATC7GTCA ACAAATAAGC ATTTCTTTAA TGCAAAAGTG TCTATTTGAG TCTTACCTTC 3780 

TGGTT7ACTA GCCGTCACCT TAAGAGTCAT ATGTTTGTCA TCTCTCTCTT TCTTTTTGGA 384 0 

AGAGAGAA7C T7G7GTCTTA TGCCGTCAGA AGAAATCTAA AGCATTTGTT TACATGCCA7 3900 

■ TACA7TCAAC TA7CAAAATG CTTTATGATA CATGTACTCT ACTCCTCCAT TTCGCATAC7 3960 

AAG7AGACTA GA7GAAGACA AG7ACTCAA7 CAAAGC7GAA 7ACACTAATC ACCCATTCAA 4 020 

"ATTAT7TCCT AGAATT7GAA 7GAACCAAAC TAACAAAAAA GAACAATTAC AACCTAATGA 4 080 

"""TACG'CTGATG CAAAACTACA AAAGGAGGTC GAATAAGGTA AGAGGATGGA GCAGAGTCGT 4140 

' ATATATCAGA GAAAGATAGT ATAGTAAGAG T^AAAAGAGGA AACACACAAA TGACAAATGA 4200 

'TAGTATTACA T7TTCTCATC ATTATTCAGA GTAAACAAAG CAATAAAGTG AAAGAATTCA 42 60 

"CATAGTGTAA 7C77GGAATT GAGTATCTAC GGGGAGGAAG AAACTCGATC AGCCTCAATC 4 320 

ATGGAC777A 7G7NGTAC7C''TCCTGCTT7G TACGACGACC 7AACCA7CGG CCCTGATGC7 4 380 

":. ACGTACCTGA A7CCCTGTTT AACCAACAAA CCCATTTAGC CCTCTCCTTG TTTCCCATCA 4 4 40 

AAT77CCNGA AC7AAAAACA GANNAGANAN NAGGCTTACC ATTTCCATGC CNAGANGANG 4500 

GTATC7CTCC AAAGCC 4 516 
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